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Abstrak-Tulang sapi merupakan produk limbah RPH yang kaya dengan senyawa kolagen.  Senyawa kolagen 
banyak dimanfaatkan dalam bidang pangan dan farmasi.  Untuk memperoleh ekstrak kolagen dengan kuantitas 
dan kualitas yang maksimal dari tulang, dibutuhkan proses demineralisasi dengan kombinasi bahan dan waktu 
proses yang tepat. Tujuan dari penelitian ini adalah untuk mengevaluasi sifat-sifat fisik dan kimia senyawa 
kolagen yang diproduksi dari limbah tulang sapi bali  menggunakan beberapa jenis bahan dan waktu proses 
demineralisasi berbeda.  Materi penelitian adalah tulang belikat (os scapula) sapi bali umur potong 2,5-3 tahun.  
Proses demineralisasi menggunakan 2 jenis bahan, yaitu  CH3COOH dan H2SO4.  Penelitian dilaksanakan 
secara eksperimen laboratorium Rancangan Acak Lengkap (RAL) pola faktorial.  Faktor 1 adalah perbedaan 
jenis bahan demineralisasi : (1) Asam Lemah (CH3COOH 1M) dan (2) Asam Kuat (H2SO4 1M), dan faktor 2 
adalah waktu proses (48 jam dan 96 jam).  Data  yang diperoleh dianalisis secara sidik ragam.  Hasil yang 
berpengaruh nyata diuji lanjut dengan Duncan Multiple Range Test (DMRT). Hasil akhir menunjukkan bahwa 
penerapan bahan demineralisasi menggunakan H2SO4 1M menghasilkan nilai rendemen yang tertinggi, namun 
penerapan bahan berupa CH3COOH 1M dengan waktu proses 48 jam menghasilkan sifat-sifat yang lebih baik 
khususnya yang terkait dengan sifat kekuatan gel.    
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Abstract-Bone of beef cattle is slaughterhouse waste which is a product rich in collagen. The collagen was used 
widely in the food and pharmaceutical fields. To obtain maximum quantity and quality of collagen extract of 
bone was required demineralization process by the combination of materials and processing time is right.  The 
purpose of this study was to evaluate of physical properties and chemical compound of collagen produced from 
bone of Bali cattle using types of materials and different time of demineralization process. The research 
materials was belikat bone (os scapula) of Bali cattle aged 2.5-3 years.  Two kinds of materials (CH3COOH and 
H2SO4) was used to demineralization process. The laboratory experiments with Completely randomized design 
(CRD) factorial was used as design of research.  The first factor is difference of types of materials weak acid 
(CH3COOH 1M) and strong acid (H2SO4 1 M), and the second factor is processing time (48 h and 96 h).  The 
data were analyzed by analysis of variance (ANOVA), and significant results further were tested by Duncan's 
Multiple Range Test (DMRT). The results of this study showed that the application of materials demineralization 
using H2SO4 1M  produces the highest yields, but CH3COOH 1M with a 48h process better produces of the gel 
strength. 
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1.PENDAHULUAN 
 
Tulang sapi Bali merupakan salah satu produk 
limbah Rumah Potong Hewan (RPH) yang kaya 
dengan senyawa kolagen, namun sampai saat ini 
limbah tersebut belum banyak dimanfaatkan.  
Pemanfaatan limbah tulang saat ini masih diarahkan 
sebagai bahan baku tepung tulang untuk pakan ternak, 
sedangkan pemanfaatan dalam bidang pangan belum 
banyak dikaji.  
Sebagai salah satu ilustrasi sederhana, bahwa 
produksi limbah perhari berupa tulang yang dihasilkan 
oleh RPH Tamangapa di Kota Makassar ternyata 
cukup signifikan.  Jumlah ternak sapi yang disembelih 
di RPH tersebut dalam setiap harinya rata-rata 
mencapai 60 ekor dengan berat badan rata-rata 100  kg 
(90% sapi Bali) [1]. Bila diasumsikan jumlah tulang 
yang dihasilkan dari penyembelihan seekor ternak 
adalah 16,6% dari berat badan hidup [2], maka dalam 
setiap bulannya RPH Tamangapa menghasilkan 
limbah tulang  sebesar, 60 ekor x 100 kg x 16,6% x 30 
hari = 29.880 kg atau ekuivalen dengan 29,9 
ton/bulan.    
Hasil penelitian awal yang telah dilakukan oleh 
peneliti diperoleh hasil bahwa tulang belikat (os 
scapula) pada sapi Bali memiliki komposisi kadar air 
(39,12%), kadar protein kasar (39,84%), kadar lemak 
kasar (0,08%), BETN (0,66%), kadar abu (28,93%), 
kadar Ca (11,66%) dan kadar P(12,07%) (wet basis) 
[3]. Tulang sapi secara struktural kaya dengan 
senyawa bioaktif berupa protein kolagen yang terikat 
secara kuat dengan mineral kalsiumnya [4]. Senyawa 
bioaktif kolagen merupakan produk hidrokoloid yang 
diperoleh dari hasil hidrolisis protein hewani secara 
parsial [5]. Dalam aplikasinya, senyawa kolagen telah 
banyak digunakan dalam bidang pangan dan farmasi.  
Dalam bidang pangan, kolagen banyak dimanfaatkan 
sebagai agensia pengental dan stabilizer, sedangkan 
dalam bidang farmasi banyak dimanfaatkan sebagai 
bahan pembuat cangkang kapsul. Untuk memperoleh 
ekstrak kolagen dengan kuantitas dan kualitas yang 
maksimal dari tulang, dibutuhkan proses 
demineralisasi dengan kombinasi bahan dan waktu 
proses yang tepat. Pada proses demineralisasi, terjadi 
proses hidrolisis dan solubilisasi komponen mineral 
serta denaturasi ikatan protein secara terbatas, 
sehingga akan sangat mempengaruhi sifat-sifat  
khususnya sifat-sifat fisik dan kimianya.   
Tujuan dari penelitian ini adalah untuk 
mengkaji sifat-sifat fisik dan kimia dari senyawa 
bioaktif kolagen yang diproduksi dari limbah tulang 
sapi Bali  dengan menerapkan  beberapa jenis bahan 
dan waktu proses demineralisasi yang berbeda.   
 
2.BAHAN DAN METODE 
 
Materi Penelitian 
Materi utama dari penelitian ini menggunakan 
bahan baku dari tulang belikat (os scapula) sapi Bali 
jantan dengan umur potong pada kisaran 2,5-3 tahun 
yang diperoleh dari RPH Tamangapa, Kota Makassar.  
Jenis bahan demineralisasi yang digunakan antara lain 
CH3COOH 1M dan  H2SO4 1M.  Bahan pelengkap 
proses ekstraksi diantaranya aquadest dan Ca(OH). 
Peralatan pendukung proses produksi antara 
lain : water bath (Memmert), oven digital (Memmert), 
timbangan analitik (Henherr JCS-K), labu ukur 
(pyrex), beker glass (pyrex), erlemenyer (pyrex), 
corong gelas, gelas ukur (pyrex) dan termometer.  
Peralatan-peralatan pendukung untuk proses uji 
kualitas antara lain : universal testing machine 
(DIGITAL Force Gauge GY-4), viskometer 
(Brookfoeld LV) dan pH meter (Hanna NI 8520).  
      
Metode Penelitian 
- Prosedur produksi ekstrak kolagen  
Kolagen diekstrak menurut metode [4] yang 
telah dimodifikasi.  Potongan tulang belikat (os 
scapula) sapi Bali ukuran 3x3 cm sebanyak 300 
dimasukkan ke dalam beker glass yang berisi larutan 
etanol 70% dan dilakukan perendaman selama 24 jam 
pada suhu ruang.  Tulang selanjutnya dicuci dengan 
air mengalir selama 3 menit.  Sampel selanjutnya 
dimasukkan ke dalam larutan demineralisasi 
(disesuaikan dengan perlakuan) menggunakan rasio 
tulang : larutan (1:1,5).  Ossein yang dihasilkan, 
kemudian dicuci dengan air mengalir.  Sampel tulang 
dinetralkan dengan Ca(OH)2 20% b/v selama 24 jam 
dengan rasio tulang : larutan (1:1,5).  Sampel tulang 
selanjutnya dimasukkan ke dalam erlemenyer berisi 
aquades dengan rasio tulang : aquades (1:1). Proses 
ekstraksi dilakukan secara bertingkat dalam water 
bath.   Ekstraksi pertama pada suhu 70
o
C selama 24 
jam untuk menghasilkan kolagen cair fraksi pertama 
yang dilanjutkan dengan esktraksi kedua pada suhu 
suhu 75
o
C selama 24 jam untuk menghasilkan fraksi 
2). Hasilnya kemudian dikeringkan di dalam oven 
suhu 55
o
C selama 18-20 jam. Lapisan tipis ekstrak 
kolagen digiling dengan blender hingga membentuk 
konsistensi kering.  Hasil yang diperoleh selanjutnya 
dikemas dengan plastik vakum untuk dilakukan uji 
kualitas. 
 
- Rancangan penelitian 
Penelitian ini menggunakan rancangan dasar 
berupa Rancangan Acak Lengkap (RAL) pola 
faktorial. Perlakuan menggunakan dua faktor, yakni 
faktor pertama adalah perbedaan jenis bahan 
demineralisasi : CH3COOH 1M dan H2SO4 1M dan 
faktor kedua  adalah waktu proses (48 jam dan 96 
jam).   
 
- Analisis data  
Data  yang diperoleh dianalisis secara sidik 
ragam berdasarkan rancangan acak lengkap.  Hasil 
yang berpengaruh nyata diuji lanjut dengan Duncan 
Multiple Range Test (DMRT) [6]. 
 
- Cara analisis 
Rendemen. Alat ukur adalah timbangan digital 
(Henherr JCS-K).  Berat ekstrak dan sampel tulang 
bahan baku  ditimbang bobotnya (g).  Persamaan yang 
digunakan adalah ; Rendemen (%) = a/b x 100%, 
dimana a = bobot ekstrak kolagen ; b = bobot sampel 
tulang yang diproses. 
Kekuatan gel. Alat ukur menggunakan 
universal testing machine (DIGITAL Force Gauge 
GY-4). Larutan ekstrak kolagen dibuat dengan 
konsentrasi 6,67% w/v, dipanaskan suhu ±60
o
C 
hingga partikel ekstrak larut secara sempurna.  
Larutan dimasukkan ke dalam wadah berdiamater 5 
cm dengan tinggi 6 cm kemudian disimpan dalam 
lemari pendingin pada suhu 5
o
C selama 16-18 jam.  
Sampel dalam wadah diletakkan tepat pada bagian 
bawah plunger (d=13mm) untuk selanjutnya 
dilakukan proses pengujian.  Pengujian dilakukan 
sebanyak 3 kali setiap sampel pada suhu ±10
o
C.  Hasil 
pembacaan adalah gaya maksimum yang  diberikan 
plunger pada gel.  Persamaan yang digunakan adalah ; 
Kekuatan gel (g Bloom) = 20 + 2,86 x 10
-3
 x D ;  D = 
F/G x 980, dimana F = Gaya tekan plunger (N) ; G = 
konstanta (0,07)   
Viskositas. Alat ukur menggunakan 
viskometer (Brookfoeld LV).  Sebanyak 6,67% w/v 
larutan ekstrak kolagen dibuat konsentrasi, dipanaskan 
pada suhu ±60
o
C hingga partikel ekstrak terlarut.  
Larutan dimasukkan ke dalam wadah pada alat 
viscometer.  Mesin dijalankan pada RPM 30.  
Persamaan yang digunakan adalah ; Viskositas (cP) = 
faktor  x DR, dimana faktor = hasil pembacaan alat 
viscometer menggunakan spindel LV1 ; DR = deal 
reading (hasil pembacaan RPM viscometer) 
pH. Alat ukur menggunakan pH meter (Hanna 
NI 8520) yang sudah dikalibrasi.  Larutan ekstrak 
kolagen dibuat pada konsentrasi 6,67% w/v, 
dipanaskan pada suhu ±60
o
C hingga partikel ekstrak 
terlarut. Larutan didinginkan pada suhu ruangan, 
kemudian pH larutan diukur.   
Kadar Protein. Analisis menggunakan  
metode AOAC (1995).  Persamaan yang digunakan ; 
Kadar protein (%) = PxVxN x 14 x 6,25/bobot sampel 
(g) x 100%, dimana  P = faktor pengenceran (100/5) ; 
V = volume ; N = normalitas pentitrasi = 0,0199 N  
 
3. HASIL DAN PEMBAHASAN 
 
Berdasarkan hasil penelitian diperoleh data 
seperti disajikan pada Tabel 1.  
 
 
Tabel 1.  Sifat Fisiko-Kimia Ekstrak Kolagen dari Limbah Tulang Belikat (Os Scapula) Sapi Bali pada 
Penerapan Jenis Bahan dan Waktu Proses Demineralisasi Berbeda 
 
No. Parameter Uji 
Waktu Proses 
Demineralisasi 
Jenis Bahan Demineralisasi 
CH3COOH 1 M H2SO4 1 M 
1. Rendemen (%) 48 jam 2,26±0,39
a
 8,81±0,47
b
 
  96 jam  2,51±0,24
a
 9,37±0,23
b
 
2. Kekuatan Gel (g Bloom) 48 jam 200,68±15,71
c
 147,00±36,28
d
 
  96 jam  297,57±29,48
c
 139,15±15,87
d
 
3. Viskositas (cP) 48 jam 6,00±1,91 6,00±2,00 
  96 jam  7,50±0,64 5,10±1,01 
4. pH 48 jam 5,5±0,21
e
 3,6±0,10
f
 
  96 jam  5,8±0,17
e
 3,6±0,06
f
 
5. Kadar Protein (%) 48 jam 70,8±2,45 71,9±2,07 
  96 jam  73,9±5,09 74,6±5,10 
Keterangan : 
a,b,c,d,e 
;  Superskrip yang sama pada baris dan atau kolom yang sama dari setiap parameter uji 
menunjukkan perbedaan yang nyata (P<0,05) 
 
 
Rendemen 
Rendemen pada dasarnya adalah besaran 
produk yang dihasilkan dari sejumlah bahan baku 
yang diproses [7] dan besaran rendemen sangat 
dipengaruhi oleh proses produksi [8]. 
Berdasarkan data pada Tabel 1, secara 
statistik menunjukkan bahwa penggunaan jenis 
bahan demineralisasi berbeda dalam proses 
produksi ekstrak kolagen dari limbah tulang sapi 
Bali berpengaruh sangat nyata (p<0,01) terhadap 
nilai rendemen.  Penerapan bahan demineralisasi 
dari golongan asam kuat (H2SO4) menghasilkan 
rendemen lebih tinggi dibanding penggunaan bahan 
demineralisasi dari golongan asam lemah 
(CH3COOH). Asam kuat seperti H2SO4 memiliki 
valensi 2 dalam struktur molekulnya sehingga 
memiliki kemampuan lebih kuat dalam memotong 
ikatan asam amino penyusun serabut kolagen 
dibanding asam lemah seperti CH3COOH yang 
hanya memiliki valensi satu 
Tulang belikat (os scapula) pada sapi Bali 
memiliki kandungan protein yang sangat tinggi yakni 
mencapai 39,84%  dari berat basah bahan atau 
kurang lebih sepertiga dari komposisi kimia yang 
menyusun tulang belikat itu adalah protein.  Dari 
jumlah tersebut kurang lebih 60-70% protein yang 
ada itu adalah potensi kolagen [3].  Jumlah kolagen 
yang mampu terekstrak itu sangat dipengaruhi oleh 
kinerja bahan demineralisasi yang digunakan, dalam  
hal ini adalah asam yang digunakan. Peningkatan 
konsentrasi asam menyebabkan terjadinya 
peningkatan konsentrasi ion H
+ 
dalam larutan yang 
pada akhirnya akan mempercepat terjadinya proses 
hidrolisis [9]. Laju hidrolisis yang semakin cepat 
cenderung meningkatkan jumlah molekul kolagen 
yang terkonversi dan menyebabkan meningkatnya 
nilai rendemen [10].  
 
Kekuatan Gel    
Salah satu sifat fungsional yang dimiliki 
oleh ekstrak kolagen adalah kekuatan gel [11]. 
Kekuatan gel merupakan gaya untuk menghasilkan 
deformasi tertentu [12].  Data penelitian terkait 
nilai pada Tabel 1 menunjukkan bahwa perbedaan 
jenis bahan berpengaruh sangat nyata (p<0,01) 
terhadap nilai kekuatan gel produk kolagen. Hal ini 
disebabkan karena pada penggunaan asam kuat, 
terjadi pemotongan rantai asam amino pada 
molekul protein kolagen secara berlebihan. 
Aktivitas tersebut menyebabkan beberapa kolagen 
akan mengalami kerusakan pada struktur ikatan 
hidrogennya maupun pada bagian struktur triple 
heliks khususnya pada rantai-α [13].  Sifat kekuatan 
gel pada ekstrak kolagen terkait dengan kandungan 
protein yang terdapat pada bahan baku tulang 
belikat.  Nilai kekuatan gel produk ekstrak kolagen 
terkait dengan jumlah molekul kolagen yang dapat 
terekstrak secara sempurna dari komponen  
molekul protein tulang belikat.  Sifat kekuatan gel 
dipengaruhi pula oleh bahan yang digunakan dalam 
proses dalam hal ini penggunaan asam.  
Penggunaan asam kuat menurunkan sifat kekuatan 
gel. Sifat kekuatan gel berkaitan dengan ikatan 
hidrogen antara molekul air dengan kelompok 
hidroksil bebas dari kelompok asam amino, ukuran 
rantai protein, konsentrasi serta distribusi berat 
molekul kolagen [14],[15]  
 
Viskositas 
Viskositas merupakan kemampuan 
menahan dari suatu cairan untuk mengalir akibat 
adanya adsorbsi dan pengembangan dari sebuah 
koloid [11].  Hasil analisis sidik ragam terhadap 
data pada Tabel 1 terlihat bahwa nilai viskositas 
ekstrak kolagen yang diproduksi menggunakan 
bahan demineralisasi dari asam lemah dengan asam 
kuat tidak berpengaruh nyata (p>0,05). Nilai 
viskositas secara rata-rata mengalami penurunan 
dengan penggunaan bahan demineralisasi dari 
bahan asam kuat.  Laju konversi protein kolagen 
yang terdapat pada tulang belikat (os scapula) sapi 
Bali salah satunya dipengaruhi oleh proses (suhu, 
waktu dan pH) dari bahan baku maupun 
praperlakuan [15]. Peningkatan nilai viskositas 
dipengaruhi oleh struktur molekul asam amino 
yang menyusun protein gelatin.  Susunan asam 
amino yang semakin panjang akan meningkatkan 
nilai viskositas gelatin [16]. Konformasi ikatan 
yang kurang stabil  menyebabkan  ikatan tersebut 
mudah mengalami transformasi menjadi molekul-
molekul polipeptida pada saat proses ekstraksi 
dilakukan. Rantai molekul yang panjang 
berpengaruh langsung pada nilai viskositas gelatin 
[17]. 
 
pH 
Berdasarkan hasil analisis ragam dari data 
pada Tabel 1 menunjukkan bahwa penerapan jenis 
asam yang berbeda berpengaruh sangat nyata 
(p<0,01) terhadap nilai derajat keasaman (pH) 
produk ekstrak kolagen.  Pada saat pemberian asam 
dalam proses demineralisai, maka serabut kolagen 
yang ada pada tulang akan mengalami proses 
pembengkakan (swelling), sehingga terjadi 
penurunan sifat kohesi internal dari serabut kolagen 
tersebut yang menyebabkan struktur ikatan asam 
amino pada molekul kolagen mengalami 
pembukaan dan bahan asam akan “terperangkap” 
diantara ikatan tersebut.  Molekul asam yang 
terperangkap dalam struktur ikatan tersebut dan 
tidak larut saat proses netralisasi, secara langsung 
akan mempengaruhi nilai pH akhir produk dan 
akhirnya konsentrasi asam dapat mengubah nilai 
pH produk [4].  Nilai pH juga berpengaruh terhadap 
kerapatan muatan protein sehingga mampu 
memodifikasi terjadinya interaksi-interaksi 
elektrostatik dalam struktur asam amino penyusun 
protein [18].  
Kadar Protein 
Berdasarkan data pada Tabel 1 terlihat nilai 
kadar protein produk ekstrak kolagen yang diberi 
bahan demineralisasi dari golongan asam lemah 
secara rata-rata lebih rendah dibanding pemberian 
dengan asam kuat, namun  secara statistik tidak 
berbeda nyata (p>0,05).  Kadar protein pada tulang 
belikat sapi Bali menempati 1/3 dari komposisi 
penyusun tulang belikat. Komposisi ini   
sepenuhnya akan terkonversi menjadi molekul 
kolagen oleh karena aktivitas hidrolisis yang 
dilakukan molekul asam. Penggunaan bahan asam 
dalam proses demineralisasi tulang dapat 
menyebabkan fibril-fibril kolagen membengkak 
dan “pecah” serta terhidrolisis menjadi satuan fibril 
atau makromolekul tropokolagen [19]. Terjadinya 
peningkatan kadar protein kolagen dengan 
penggunaan asam pada konsentrasi berbeda 
berkaitan dengan perubahan jumlah struktur ikatan 
asam amino yang menyusun protein kolagen.  
 
4. KESIMPULAN 
 
Penerapan bahan demineralisasi dari jenis 
asam lemah (CH3COOH 1M) dengan waktu proses 
48 jam menghasilkan sifat-sifat yang lebih baik 
khususnya yang terkait dengan sifat kekuatan gel, 
namun untuk menghasilkan rendemen yang tinggi, 
penggunaan asam kuat (H2SO4 1M) akan lebih 
baik.   
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